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AGEs：Advanced glycation end products 
Akt：Serine/threonine-specific protein kinase, protein kinase B 
AP-1：Activator protein 1 
BAP：Biological antioxidant potential 
Bax：Bcl-2-associated X protein 
BBB：Blood brain barrier 
CAT：Catalase 




DAPI：4', 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 




d-ROMs：Diacron-reactive oxygen metabolites 
Edv：Edaravone 
ER：Endoplasmic reticulum 
ERK1/2：Extracellular signal-regulated kinase 1/2, p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) 
ETN：Etanercept 




HIF：Hypoxia Inducible Factor 
Hsp：Heat shock protein 
HMGB1：High mobility group box 1 
Iba1：Ionized calcium-binding adaptor molecule 1 
ICAM-1：Intercellular adhesion molecule-1 







MAK：Water-soluble extract from culture medium of Ganoderma lucidum mycelia 
MAPK：Mitogen-activated protein kinase 
MCAO/Re：Middle cerebral artery occlusion/Reperfusion 
MCP-1：Monocyte chemotactic protein-1 
MMP-9：Matrix metalloproteinase-9 
MPO：Myeloperoxidase 
MTT：3-(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
NADPH：Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate 
NeuN：Neuron specific nuclear protein 
NF-B：Nuclear factor-kappa B 
NGF：Nerve growth factor 
NMDA：N-methyl-D-aspartate 
iNOS：Inducible nitric oxide synthase 
nNOS：Neuronal nitric oxide synthase 
non-DM：Non-diabetes mellitus 





PKC：Protein kinase C 
p38 MAPK：p38 mitogen-activated protein kinase 
p.o.：Per os 
QOL：Quality of life 
RAGE：Receptor for advanced glycation end products 
RECA-1：Rat endothelial cell antigen 
RNS：Reactive nitrogen species 
ROS：Reactive oxygen species 
SOD：Superoxide dismutase 
STZ：Streptozotocin 
SVCT2：Sodium-dependent vitamin C transporter 
TBARS：Thiobarbituric acid-reacting substances 
TIA：Transient ischemic attack 
TLR：Toll-like receptor 
  
TNF-：Tumor necrosis factor-alpha 
TNFR：Tumor necrosis factor receptor 
t-PA：Tissuetype plasminogen activator 
TTC：2, 3, 5-Triphenyltetrazolium chloreide 
TUNEL：Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-biotin nick end  
labelling 











































































































































































































実験デザインを Fig. 1-2に示した。1週間馴化した 5週齢の SDラットに STZ（50 mg/kg）
を単回で腹腔内投与し、血糖値が 300 mg/dL以上の動物を 5週間飼育して糖尿病態（DM）
ラットとして使用した。DM（282.1 ± 57.3 g）の体重は、緩衝液のみを投与した non-DM（412.3 
± 27.5 g）群と比較して有意に減少し、また、血糖値（non-DM：123.5 ± 13.5 mg/dL, DM：543.2 
± 42.6 mg/dL）は上昇した。 
血中ヒドロペルオキシド濃度を指標とした d-ROMsテストから、体内酸化ストレス度を
評価した。その結果、DM群の酸化ストレス度（252.8 ± 32.9 U.CARR）は、非糖尿病態
（non-DM）群（131.0 ± 7.0 U.CARR）の約 2 倍と有意に増加していた。さらに、BAP テス












一方、生体内での ROS除去方法として、ビタミン C のような抗酸化成分の摂取による外
因性の ROS除去も酸化ストレスの軽減に重要であると考えられている〔19-22〕。これまで

























































































Fig. 1-3 Oxidative stress and antioxidant of diabetic rats. 
(A) Total oxidative stress and (B) antioxidative capacity in plasma of the non-diabetic (non-DM) 
and the diabetic (DM) rats were determined by d-ROMs test and BAP test, respectively, both in 
non-DM and DM rats. The open column shows the non-DM group and the closed column shows the 
DM group. The results of the d-ROMs test were expressed in arbitrary units called “Carratelli units” 
(CARR U), where 1 CARR U corresponds to 0.08 mg/100 ml H2O2. Data are means ± S.D. of 4-8 
rats per group. *
,
**P < 0.05, 0.01 for statistical significance compared to the non-DM group. 
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【Streptozotocin-induced diabetes mellitus model rats】
DM rat：Blood Glucose（＞300 mg/dL）
Cortex
















Fig. 1-4 Lipid peroxide of diabetic rat brain. 
The level of lipid peroxidation in the brain of the non-diabetic (non-DM) and the diabetic (DM) rats 
were determined by TBARS assay. The open column shows the non-DM group and the closed 
column shows the DM group. Data are means ± S.D. of 4-6 rats per group. *P < 0.01 for statistical 
















Fig. 1-5 Antioxidative enzyme (SOD, CAT and GPx) activities of diabetic rat brain. 
The open column shows the non-DM group and the closed column shows the DM group.  Data 

































































































































































第 2節 虚血性脳障害と遺伝子発現パターン 
 虚血性脳障害において、梗塞病変は脳血管閉塞後から直ちに誘導され、数時間から数日
をかけて虚血中心部からペナンブラに広がっていく。梗塞の進展には、まずミクログリア































Fig. 1-6 The experimental design. 
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【 Middle cerebral artery occlusion/Reperfusion model rats】
【Coronal plane of rat brain】
Penumbra
Infarct area
STZ (50 mg/kg, i.p. ) 
or    
citrate buffer (i.p.)










実験デザインを Fig. 1-6に示した。10週齢のラットに 2時間の中大脳動脈閉塞（MCAO）
処置後、non-DM 群では再灌流後 1、3、6、12、24、48、72 時間、DM 群では、0.5、1、3、
6、12、24時間での評価を行った。虚血処置後の運動機能を神経症状スコアにより評価した
結果、MCAO 2時間後において non-DM（1.3±0.48）および DM（1.7±0.52）ラットで有意な
差は認められなかったが、再灌流 12時間後において DMで神経症状が顕著に悪化した。因
みに、non-DM 群では、再灌流後 72 時間後においても生存したのに対して、DM では、再






















Fig. 1-7 Neurological deficits in non-DM and DM rats induced by cerebral ischemia. 
Post-ischemic neurological deficits were evaluated at 2 h of MCAO and various time points of 
reperfusion on a 5-point scale. The open circle shows the non-DM group and the closed circle shows 
the DM group. The dotted line represents that DM rats died from the severe ischemic damage until 
the 48-h time point of reperfusion. Data are means ± S.D. (n = 5-8 per time point). *P< 0.01 vs. 
corresponding values for the non-DM.  
 
 
Grade 0： No deficit
Grade 1： Failure to extend right forepaw fully
Grade 2： Spontaneous circling or walking to contralateral side
Grade 3： Walking only when stimulated




















































Fig. 1-8 Infarct volume and edema after cerebral ischemia. 
 (A) Representative photographs of coronal brain sections of DM and non-DM rats stained by TTC 
at various time points after MCAO/Re showing viable (red) and dead (white) tissues. (B) Infarct 
volume in ischemic hemispheres of the non-DM and DM groups after MCAO/Re by TTC 
staining. (C) Edema volume in ischemic hemispheres of the non-DM and DM groups 
after MCAO/Re. Infarct volume was calculated as follows: infarct volume (%) = [LV - 
(RV-MV)]/LV×100 (MV: infarct volume, RV: right hemisphere volume, LV: left hemisphere volume). 
Hemispheric edema in the ischemic hemispheres was also calculated: edema (%) = RV - LV/LV×100. 
Scale bar = 5 mm. N.D. : not determined. Data are means ± S.D. (n = 3-5 per time point). *P < 0.01 
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次に、MCAO/Re 後に摘出した脳から 2 mm厚の冠状切片を作製してトリフェニルテトラゾ
リウムクロライド（TTC）染色し、梗塞巣体積および脳浮腫を測定した。その結果、non-DM
では、虚血/再灌流後 12時間から梗塞巣が形成されはじめ徐々に梗塞巣体積が増加し、48
時間以降に梗塞巣体積が同側半球の約 50% となった。一方、DM群では、再灌流 30分後の
早期から梗塞巣が確認され、すでに 6時間後において約 50%の梗塞巣が認められ、24時間


























Fig. 1-9 Gene expression variation in ipsilateral cortexes in a transient middle cerebral artery 
occlusion rat model by DNA microarray analysis. 
(A) Heat map in cluster analysis. ①sham, ②MCAO/Re 1 hr, ③MCAO/Re 3 hr, ④MCAO/Re 12 
hr, (B) The numbers each bar indicate the selection of genes from the microarray data within a 




















































によって、虚血/再灌流 1、3、12時間後と non-DMと DM群とで比較した。その結果、non-DM
の虚血/再灌流 1時間では 64遺伝子、3時間で 28遺伝子、12時間で 145 遺伝子に変動が認


























 Fig. 1-10 Gene expression in penumbral cortex after cerebral ischemia by DNA microarray. 
Expression levels of Inflammatory (A), apoptosis (B) and oxidative stress (C) gene expressions in 



























































Time after reperfusion / sham
Genbank ID Gene name Symbol sham 1Re 3Re 12Re sham 1Re 3Re 12Re
Oxidative stress
NM_138826 metallothionein 1a Mt1a 1.00 1.87 1.73 3.14 0.86 1.95 4.03 5.69
NM_012580 heme oxygenase (decycling) 1 Hmox1 1.00 2.58 1.88 4.76 0.93 2.73 3.00 7.63
NM_021836 jun B proto-oncogene Junb 1.00 3.38 1.02 1.72 1.28 3.61 4.22 2.56
NM_019170 carbonyl reductase 1 Cbr1 1.00 1.10 2.13 1.21 1.00 1.10 2.13 1.21
NM_001137564 metallothionein 2A | similar to RIKEN cDNA 2300002M23 Mt2A - - - - 1.00 1.25 1.66 2.00
NM_183403 glutathione peroxidase 2 Gpx2 - - - - 1.00 1.10 1.69 2.99
Apoptosis
NM_212504|NM_031971|NM_212546 heat shock 70kD protein 1B (mapped) | heat shock 70kD protein 1A | heat shock protein 1-like Hspa1b 1.00 3.57 1.95 2.06 1.90 34.83 32.89 43.62
NM_021835 Jun Jun 1.00 2.17 1.39 1.57 1.00 2.32 2.59 2.44
NM_031970 heat shock protein 1 Hspb1 1.00 6.31 2.21 11.94 1.01 10.15 7.09 21.40
NM_133306 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 Olr1 1.00 4.35 1.41 2.73 1.02 4.63 10.97 4.73
NM_012922 caspase 3, apoptosis related cysteine protease Casp3 - - - - 1.00 0.99 1.78 2.03
NM_012603 myelocytomatosis oncogene Myc - - - - 1.00 1.44 1.70 2.29
NM_012966 heat shock protein 1 (chaperonin 10) Hspe1 - - - - 1.00 1.48 1.59 2.05
NM_001011901 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 Hsph1 - - - - 1.00 1.79 2.13 2.60
Inflammatory
NM_133519 interleukin 11 Il11 1.00 0.92 0.92 2.21 0.84 0.96 1.08 1.95
NM_031055 matrix metallopeptidase 9 Mmp9 1.00 1.52 2.83 3.88 1.26 1.65 1.76 5.09
NM_053963 matrix metallopeptidase 12 Mmp12 1.00 1.04 0.90 2.19 0.84 1.00 4.94 4.16
NM_053819 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 Timp1 1.00 4.26 2.84 32.03 1.41 4.88 24.13 45.25
NM_031530 chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2 1.00 8.14 3.63 57.95 0.89 9.86 30.83 52.79
NM_001007612 chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7 1.00 1.07 1.05 4.10 0.88 1.21 1.73 3.65
NM_053858 chemokine (C-C motif) ligand 4 Ccl4 1.00 4.56 1.36 2.33 1.13 6.55 12.25 8.37
NM_181086 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a Tnfrsf12a 1.00 1.21 1.12 2.09 1.00 1.17 1.69 2.51
NM_001017478|NM_001105800 chemokine (C-X-C motif) ligand 16 | zinc finger, MYND domain containing 15 Cxcl16|Zmynd15 1.00 1.50 1.83 5.19 1.05 1.40 3.23 10.17
NM_013025 chemokine (C-C motif) ligand 3 Ccl3 1.00 4.14 1.78 3.71 1.12 6.59 11.92 11.41
NM_053727 nuclear factor, interleukin 3 regulated Nfil3 1.00 2.19 1.23 2.57 1.22 2.88 4.93 4.46
NM_022194 interleukin 1 receptor antagonist Il1rn 1.00 1.12 0.82 4.38 1.05 1.12 2.14 5.19
NM_012589 interleukin 6 Il6 1.00 1.21 1.32 5.03 1.29 1.45 2.90 9.01
NM_012967 intercellular adhesion molecule 1 Icam1 1.00 1.74 1.61 2.63 1.06 1.72 3.03 3.71
NM_001013045 chemokine (C-C motif) ligand 24 Ccl24 1.00 1.28 2.01 1.40 1.00 1.28 2.01 1.40
NM_022194 interleukin 1 receptor antagonist Il1rn 1.00 1.12 0.82 4.38 1.05 1.12 2.14 5.19
NM_145789 interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 - - - - 1.00 1.00 1.49 2.51
NM_022218 chemokine-like receptor 1 Cmklr1 - - - - 1.00 1.38 1.63 2.37
NM_133380 interleukin 4 receptor, alpha Il4ra - - - - 1.00 1.37 1.76 2.28
NM_017019 interleukin 1 alpha Il1a - - - - 1.00 1.59 1.43 2.37
NM_031512 interleukin 1 beta Il1b - - - - 1.00 1.46 1.04 3.37
NM_013091 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a Tnfrsf1a - - - - 1.00 1.31 1.89 2.43
NM_053953 interleukin 1 receptor, type II Il1r2 - - - - 1.00 1.41 1.53 2.18
NM_080889 interleukin 2 receptor, gamma Il2rg - - - - 1.00 1.13 1.57 2.29
NM_139089 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10 1.00 1.07 2.05 0.97 - - - -
Other
NM_019905 annexin A2 Anxa2 1.00 1.21 1.15 3.23 0.91 0.99 1.73 4.89
NM_138882 phospholipase A1 member A Pla1a 1.00 1.40 1.57 2.13 0.94 1.21 2.42 4.82
NM_024400 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 Adamts1 1.00 2.67 1.37 3.93 1.21 3.04 5.15 7.89
NM_017232 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2 1.00 3.16 1.95 3.77 1.13 3.49 5.88 4.37
NM_021583 prostaglandin E synthase Ptges 1.00 2.21 1.90 3.23 0.92 2.11 6.13 6.86
NM_013151 plasminogen activator, tissue Plat 1.00 2.29 1.45 1.90 1.25 2.82 3.29 2.50
NM_001004095 S100 calcium binding protein A11 (calizzarin) S100a11 1.00 1.00 1.11 2.04 0.78 1.12 1.39 2.76
NM_133307 protein kinase C, delta Prkcd 1.00 2.21 1.90 3.23 2.50 2.69 3.19 5.50
NM_001100674 mitogen activated protein kinase kinase 3 Map2k3 - - - - 1.00 1.31 1.82 2.22
AB042272 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 4 Adamts4 - - - - 1.00 1.28 1.50 2.74
NM_001048044 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 Cdc42ep3 - - - - 1.00 1.59 2.83 1.97
NM_001105879 Cdc42 GTPase-activating protein Cdgap - - - - 1.00 1.18 1.77 3.02































Fig. 1-11 Gene expression of inflammatory cytokines and enzymes in penumbral cortex after 
cerebral ischemia. 
Expression levels of IL-1 (A), TNF- (B), IL-6 (C), COX-2 (D) and MMP-9 (E) mRNA in the 
non-DM and DM rat penumbral cortex after MCAO/Re were determined by real-time PCR analysis. 
The open column shows the non-DM group and the closed column shows the DM group. Data were 
normalized to -actin and were expressed as mean ± S.D. relative to the sham-operated non-DM (n = 


































































































































































































































































































































































































Fig. 1-12 Blood-brain barrier permeability by Evans blue stain. 
 Representative coronal brain sections of DM and non-DM rats stained by Evans blue at 1, 3 and 
















遺伝子の経時的な発現解析（Fig. 1-11）から、DMの sham群で有意に増加した MMP-9 が、
虚血処置によりさらに上昇することで BBBの障害が誘発されていると予測し、Evans blue






































〔26〕。そこで、血液脳関門の機能を Evans blue染色法を用いて検討した。Evans blueは、
血中タンパク質と結合して高分子化し、平常時では血液脳関門を通過しないが、虚血/再灌


















護に作用することが報告されている。一方、細胞死においては、Bax や caspase などのアポ













第 1節 虚血性脳障害の悪化に対する HMGB1 の関与 








た HMGB1 は、様々な細胞膜上に存在する糖化タンパク質受容体（receptor for advanced 
glycation end products：RAGE）あるいは toll-like receptor-2（TLR2）や TLR4 などの受容体と




























































































Fig. 2-3 The cell death induced by HMGB1 in PC12 cells. 
 PC12 cell (1×105 cells/well) were incubated with rHMGB1 (recombinant HMGB1) for 24 h and 
the cell survival were determined by MTT assay. The open column shows the non-DM group and the 
closed column shows the DM group. Data are means ± S.D. (n = 6). *P < 0.01 for statistical 




















































TLR ： Toll-like receptor
RAGE ： Receptor for advanced glycation end products

































Fig. 2-4 Immunohistochemical staining of HMGB1 in PC12 cells. 
 PC12 cells were treated with H2O2, TNF- and rHMGB1, and then HMGB1 was stained with 




続いて、H2O2、TNF-、rHMGB 処置による細胞内 HMGB1 の局在性を免疫染色法により
解析した。その結果、酸化ストレッサーの H2O2、TNF-あるいは外因性 HMGB1 添加のす
べての処置によって、細胞内 HMGB1 は核内から細胞質へ移行および細胞外へ放出するこ
とが確認でき、これまでの先行研究において報告されていることを再確認できた（Fig. 2-4）。 
 次に、脳組織を用いて虚血/再灌流後の経時的な脳皮質ペナンブラでの HMGB1 遺伝子の




































Fig. 2-5 Expression of HMGB1 gene following cerebral/ischemia in penumbra cortexes. 
 The quantity of HMGB1 mRNA (Hmgb1) in total RNA from ischemic penumbral cortexes was 
determined by real-time RT-PCR. The open column shows the non-DM group and the closed column 
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Fig. 2-6 Immunohistochemical localization of HMGB1 in cortex. 
 Localization of HMGB1 in the sham-operated non-DM (A) and DM (B) rat cortical neurons was 



























































Fig. 2-7 Translocation of HMGB1 in cortical penumbras of non-DM or DM rats. 
 Nuclear localization of HMGB1 shows expression in neurons from normal rat brain and DM rat 
brain after MCAO/Re. Arrowheads, HMGB1 in cytoplasm. Insets are higher magnification 








12 h3 h 6 h







































Fig. 2-8 Localization of HMGB1 in widespread cortex after cerebral ischemia in non-DM and DM 
rats. 
 HMGB1 immunostaining shows a distinct border corresponding to the cortical periinfarct region 
1h after MCAO/Re in the DM rat. The dashed line demarcates the border between the core (right 
side) and penumbra (left side). HMGB1 immunoreactivity disappeared in the core of the ischemic 


















 続いて、虚血中心部の細胞について検討した。non-DM 群では、sham および虚血/再灌流





血液中の HMGB1 を Western blot 法によって測定した。その結果、CSF では、non-DM と
DM 両群の sham ともに HMGB1 はほとんど検出されなかったのに対して、non-DM 群で脳
虚血処置後経時的に増加した。一方、 DM群では、再灌流 1時間後に急激に増加し、non-DM
群と比べて約 3.4倍、12時間後でも約 1.4倍量存在した（Fig. 2-9）。さらに、血液中の HMGB1
量は、non-DM群で徐々に増加したのに対して、DM群では虚血/再灌流 1時間の早期に急激





















Fig. 2-9 Temporal change in cerebrospinal fluid HMGB1 levels after cerebral ischemia. 
 HMGB1 levels in CSF sample after MCAO/Re non-DM and DM were determined by Western 
blot (A). Expression of HMGB1 were quantified by densitometry analysis and expressed as bar 
charts (B). The open column shows the non-DM group and the closed column shows the DM group. 
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for advanced glycation end products （RAGE）は、脳においてニューロン、グリアおよび内皮
細胞などに発現する免疫グロブリンスーパーファミリーの一種である〔41-44〕。RAGEのリ
ガンドには、HMGB1のほか advanced glycation end products（AGE）、-amyloidsおよび S100
タンパク質など様々な物質が報告されている〔45〕。中でも、リガンドとしての HMGB1
は、ラット初代神経培養細胞による [125I] HMGB1を用いた結合実験から RAGEとの親和性
がリガンドとして当初明らかにされた AGE よりも約 7 倍高いことが明らかになっている
〔46〕。さらに、細胞膜上での HMGB1と RAGEとの相互作用の後、細胞内へのシグナル伝























Fig. 2-10 Change in plasma HMGB1 levels after cerebral ischemia. 
 HMGB1 levels in the plasma sample after MCAO/Re non-diabetic and diabetic were determined 
by Western blot (A). The expression of HMGB1 was quantified by densitometry analysis and 
expressed as bar charts (B). The open column shows the non-DM group and the closed column 
shows the DM group. 
sham 1 3 6 12 24 48 72 
Time after reperfusion (h)
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Fig. 2-11 HMGB1-receptor expression in penumbral cortex after cerebral ischemia. 
Expression levels of RAGE (A) mRNA in the non-DM and DM rat penumbral cortexes after 
MCAO/Re were determined by real-time PCR analysis. Data are means ± S.D. (n = 4-6 per time 
point). The expression of RAGE in rat brain was determined by immunostaining (B) and Western 
blot (C). The expression of TLR4 in rat brain was determined by Western blot (D). Scale bar = 100 
m. Data are means ± S.D. (n = 3-5). *P < 0.05 for statistical significance compared to the non-DM 
sham. **P < 0.01 for statistical significance compared to the non-DM sham. 
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Fig. 2-12 Protein expression of inflammatory signal in penumbral cortexes after cerebral ischemia. 
 Expression levels of ERK1/2 (A), p38 (B), Akt (C) NF-B (D) and COX-2 (E) protein in the 





















































































Fig. 2-13 HMGB1 secretion and signal transduction pathways. 
 HMGB1 can be released into the extracellular space actively from macrophages and monocytes or 
passively from necrotic cells. Extracellular HMGB1 interacts with different receptors such as RAGE 
or TLR2/4 and promotes inflammatory responses leading to MAPK and nuclear factor-B activation. 
Diabetic state induces pro-inflammatory cytokines in the brain, conceivably via hyperglycemia 
and/or oxidative stress, accelerating intracellular translocation and the release of HMGB1 from 
neuronal cells after ischemic injury. Increase in extracellular HMGB1 may further induce the 
inflammatory response and cellular necrosis in the ischemic penumbra, leading to aggravation of 

































































そこで、RAGE の発現量を mRNA レベルと組織染色およびWestern blot法によりタンパク
質レベルで解析した。その結果、RAGE mRNA は、non-DM では徐々に増加し、24 時間後
に一過的に発現量が上昇したものの、その後は急激に低下した。これに対し、DM群におい
て虚血初期 3 時間で約 5 倍有意に増加したが、その後速やかに低下した。タンパク質レベ
ルにおいては、non-DM では再灌流 12 時間後まで徐々に増加したのに対して、DM ラット
では sham 群においてすでに発現が上昇しており、再灌流 12 時間後まで発現量に変化はな
かった（Fig. 2-11 A-C）。 
ところで、HMGB1 のもう一方の受容体と考えられる TLR は、自然免疫反応において重
要な役割を果たす膜一回貫通型受容体ファミリーとして、おもに細菌、ウイルス、真菌な
ど種々の病原微生物の構成成分を認識してシグナルを伝達する。細胞内へのシグナル伝達




法により解析したところ、non-DM 群において再灌流 12 時間後までは発現に変動は認めら





は、皮質ペナンブラの ERK1/2と p38のリン酸化、さらに NF-B の核内移行が再灌流 12時
間後までわずかに増加した。これに対して、DM群では再灌流 3時間後で ERK1/2 のリン酸
化が顕著であり、12 時間後でも確認された。また、p38 リン酸化および NF-B の核内移行
は、sham 群においてすでに認められ、虚血処置によってさらに増加した。また、Akt のリ
ン酸化は、DM の sham群で増加している点を除けば、両群とも再灌流 3時間後にピークと
なった。シグナル伝達の下流に位置する COX-2 の発現は、DM 群においてのみ再灌流 3 時
間後から 12時間後にかけて顕著に増加した（Fig. 2-12）。 
以上の結果を総合すると、糖尿病態では非糖尿病態と比べて ROS の産生量が上昇してお
り、虚血/再灌流により HMGB1 の細胞内分布が早期から変化し、細胞外に放出された多量









第 2節 虚血性脳障害の悪化に及ぼすサイトカインの関与 









尿病態では虚血処置 24 時間後に増加が認められた。一方、糖尿病態の sham 群では、非糖
尿病態の sham 群に比べて約 3.5 倍有意に増加しており、再灌流 3 時間後には非糖尿病態に
比べて、約 25倍の急激な増加が認められた（Fig. 2-14）。TNF-については、非糖尿病態の
sham 群に比べ、虚血処置 24 時間後に約 5 倍の増加が認められた。一方、糖尿病態の sham
群では、非糖尿病態の sham 群に比べて約 1.4 倍増加しており、再灌流 3 時間後には非糖尿




て発現が制御されている。sham群（non-DM; 0.08 ± 0.02, DM; 0.13 ± 0.08）、再灌流 3時間
（non-DM; 0.12 ± 0.01, DM; 0.50 ± 0.04）および 24時間（non-DM; 0.27 ± 0.03, DM; 0.36 ± 0.05）
のいずれにおいても、糖尿病態群において COX-2の発現が顕著に増大した（Fig. 2-16）。同
様に、iNOS は非糖尿病態および糖尿病態群で MCAO/Re 処置により経時的な発現上昇が認








較して、糖尿病態群のsham（non-DM; 0.02 ± 0.03, DM; 0.12 ± 0.02）および再灌流24時間

































Fig. 2-14 Expression of IL-1 in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of IL-1 immunostaining (red fluorescence) and nuclei by TO-PRO-3 
(blue fluorescence) in the cortex coronal sections of the non-DM and DM rats (A). Quantitative 
analysis of IL-1 fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 100 m. Data are means ± S.D. 





























































Fig. 2-15 Expression of TNF- in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of TNF- immunostaining (red fluorescence) and nuclei by TO-PRO-3 
(blue fluorescence) in the cortex coronal sections of the non-DM and DM rats (A). Quantitative 
analysis of TNF- fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 100 m. Data are means ± 




























































Fig. 2-16 Expression of COX-2 in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of COX-2 immunostaining (red fluorescence) and nuclei by TO-PRO-3 
(blue fluorescence) in the cortex coronal sections of the non-DM and DM rats (A). Quantitative 
analysis of COX-2 fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 100 m. Data are means ± 
S.D. (n = 4). **p < 0.01 for statistical significance compared to the non-DM + H2O group. *P < 0.05 



























































Fig. 2-17 Expression of iNOS in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of iNOS immunostaining (red fluorescence) and nuclei by TO-PRO-3 
(blue fluorescence) in the cortex coronal sections of non-DM and DM rats (A). Quantitative analysis 
of iNOS fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 100 m. Data are means ± S.D. (n = 4). 




























































Fig. 2-18 Expression of ICAM-1 in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of ICAM-1 immunostaining (red fluorescence) and RECA-1 
(green fluorescence) in the cortex coronal sections of non-DM and DM rats (A). Quantitative 
analysis of ICAM-1 fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 250 m. Data are means ± 
























































Fig. 2-19 Expression of MPO in the penumbral cortex after MCAO/Re in non-DM and DM rat 
brains. 
Representative photographs of leukocytic infiltrate by MPO staining in the cortex coronal sections of 
non-DM and DM rats (A). Quantitative analysis of MPO fluorescence intensity in the cortex (B). 
Scale bar = 100 m. Data are means ± S.D. (n = 4). **P < 0.01 for statistical significance compared 






















































非糖尿病態ラットの sham群における脳皮質では、量的に主要な HMGB1 保有細胞のニュー

















HMGB1 放出の他に、TNF-、IL-1を介した HMGB1 放出も虚血性脳障害悪化の重要な経路
であると考えられることから、虚血/再灌流後の炎症性サイトカイン等の発現について解析
した。その結果、糖尿病態ラットの sham群における IL-1と TNF- 遺伝子の発現は、非糖
尿病態ラットと比べて、それぞれ約 5.6倍、2.0倍の有意な上昇が認められた。また、matrix 
metalloproteinases-9 （MMP-9）遺伝子の発現は、糖尿病態ラットの sham 群で約 2.6 倍上昇
したのに対して、脳虚血/再灌流後の非糖尿病態と糖尿病態群の増大パターンに差は認めら
れなかった。MMP-9 の誘導は、脳梗塞の悪化要因として、血液脳関門の破綻に寄与すると
の知見から［58, 59］、本章の結果は、糖尿病態において TNF-や IL-1の発現が HMGB1 の










る。そこで、RAGE の発現量を解析した結果、非糖尿病態では再灌流 12 時間後まで徐々に
増大したのに対して、糖尿病態ラットでは sham群においてすでに発現が上昇しており、再
灌流 12時間後まで安定して存在した。脳虚血時の RAGE の発現は、低酸素時に増加する転
写因子 HIF-1 (Hypoxia inducible factor-1) によって誘導され［62, 63］、また、TNF が RAGE
の inducer（誘導因子）として作用することも知られている。一方、高血糖状態では、ミト




が RAGE の発現増加に影響を与え、虚血/再灌流によるさらなる RAGE の発現増加が虚血性
脳障害の悪化に寄与していると考えられる。また、HMGB1 は、脳虚血後にアストロサイト








非糖尿病態では、皮質ペナンブラの細胞内 ERK1/2 と p38 のリン酸化および NF-B の核
内移行が再灌流 12時間後まで徐々に増加したのに対して、糖尿病態では再灌流 3時間後の


















































































の作用があることも明らかになっている［77］。分泌された TNFは、分子量 55 kDaの TNF 

























の SD ラットに 2時間MCAO 処置した後、再灌流 24時間後に脳サンプルを採取した。 ETN





流 24時間前の ETN 450 および 900 g/kg投与群で神経症状が有意に改善した（Fig. 3-3）。
そこで、摘出した脳を TTC 染色し、梗塞巣体積を測定した結果、虚血/再灌流直後の ETN
投与群では、脳障害の改善は認められなかったが、虚血直後の 450 g/kg 投与で有意に低下






















Fig. 3-1 TNF- concentrations in plasma after cerebral ischemia. 
 The quantity of TNF- in plasma after ischemia was determined by ELISA. The open column 
shows the non-DM group and the closed column is the DM group. Data are means ± S.D. (n = 4-5 
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Fig. 3-3 Effects of ETN on neurological deficits induced by cerebral ischemia in non-DM rats. 
 Post-ischemic neurological deficits were evaluated at 2 h of MCAO and various ETN 
administration points after reperfusion. The shaded column shows the MCAO-vehicle; the closed 
column shows the MCAO/Re-vehicle; the open column shows the MCAO- ETN; the hatched 
column is the MCAO/Re- ETN. Data are means ± S.D. (n = 3-6). *P < 0.01 vs. corresponding values 



































































Fig. 3-4 Effects of ETN on infarction induced by cerebral ischemia in non-DM rat brains. 
 Representative coronal brain sections of the non-DM rats and ETN group stained by TTC at 
various ETN administration points after reperfusion. The closed column shows the vehicle group and 
the open column is the ETN group. Scale bar = 5 mm. Data are means ± S.D. (n = 3-6 per time 
point). 
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第 2節 糖尿病態ラットにおけるエタネルセプトの脳保護作用の検討 
 non-DMラットにおいて ETN 投与による脳保護効果が認められたことから、次に DMラ
ットに対する効果を検討した。実験デザインを Fig. 3-5に示した。non-DM群において、虚
血/再灌流直後の投与群において改善効果が認められなかったことから、DM群ではこの投




は認められなかった。しかし、 本薬剤を 450 g/kgで反復投与した群では、虚血/再灌流後
に改善傾向が認められ、900 g/kg投与群において有意であった（Fig. 3-6）。虚血直後およ
び虚血/再灌流 24時間前単回投与群において梗塞巣の減少は認められなかったが、ETN 450 
g/kgの反復投与群においては、梗塞巣の減少傾向が見られ、 900 g/kg 投与において有意
な改善が明らかになった（Fig. 3-7）。さらに、虚血/再灌流処置 24時間後に摘出した脳を
TUNEL染色し、アポトーシスに対する ETNの効果を評価した結果、Figs. 3-4 & 3-7の TTC
染色結果とほぼ相関して細胞死を有意に抑制することが認められた。しかし、TTC 染色に
おいて改善が見られた non-DMの ETN 450 g/kg 虚血直後単回投与群では、アポトーシスの


















Fig. 3-5 The experimental design. 
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Fig. 3-6 Effects of ETN on neurological deficits induced by cerebral ischemia in DM rats. 
 Post-ischemic neurological deficits were evaluated at 2 h of MCAO and various ETN 
administration points after reperfusion. The shaded column shows the MCAO-vehicle and the closed 
column shows the MCAO/Re-vehicle and the open column shows the MCAO- ETN and the hatched 

















































































Fig. 3-7 Effects of ETN on infarction induced by cerebral ischemia in DM rat brains. 
 Representative coronal brain sections of DM rats and the ETN group stained by TTC at various 
ETN administration points after reperfusion. The closed column shows the vehicle group and the 
open column is the ETN group. Scale bar = 5 mm. Data are means ± S.D. (n = 3-6 per time point). 
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Fig. 3-8 Effects of ETN on neuronal apoptosis induced by cerebral ischemia in rat brains. 
 Representative photomicrograph showing TUNEL-positive cell in the penumbra cortex non-DM 
(upper panel; A) and DM (lower panel; B), treated ETN before/after ischemia. The closed column 
shows the vehicle group and the open column is the ETN group. Scale bar = 100 m. Data are means 
± S.D. (n = 3-7 per time point).
 *,†





第 3節 本章の小括 

























































































































ラットにおいて、ETN の脳への移行率についてはデータを持ち合わせていないが、第 1 章
で示したように虚血/再灌流によって経時的に血液脳関門の破綻をきたすことから、高分子

























































第 1節 食品・食品成分の抗酸化能と虚血性脳障害改善作用の検討 
 
実験デザインを Fig. 4-1に示した。5週齢の SDラットに STZ（50 mg/kg）を腹腔内に単
回投与し、5 週間飼育して血糖値 300 mg/dL以上のラットを糖尿病態（DM）ラットとした。
また、STZ未処置ラットを非糖尿病態（non-DM）ラットとして使用した。これら両群ラッ






























Fig. 4-1 The experimental design. 
MCAO
Infarct volume, TUNEL stain, 
Immunostain, Western blot






STZ (50 mg/kg, i.p. ) 

































Fig. 4-2 Effects of edaravone on infarction induced by cerebral ischemia in rats. 
 Representative data of TTC staining from the rats of the non-DM group, treated edaravone 
non-DM or DM group with MCAO with reperfusion (MCAO/Re). Rats were injected intravenously 
with saline or edaravone immediately after MCAO or MCAO/Re and sacrificed 1 and 3 days later. 

































































ドアニオン消去能が約 40倍強く、また、安定な人工的ラジカルである DPPH ラジカルに対
して約 1.8倍強いことが認められた。一方、MAKの DPPHラジカル消去能は、AA と比べ
て劣るもののスーパーオキシドアニオン消去能はエダラボンと同等であった。そこで次に、
AA およびMAKの 2週間経口投与後の虚血/再灌流に対する脳保護効果について検討した。 
水投与した non-DM群の虚血/再灌流処置ラットでは、脳の線条体および皮質に梗塞巣
（27.8 ± 4.2）が認められたが、AA（100 mg/kg）投与群では梗塞巣（16.5 ± 7.7）が顕著に減




塞巣（23.0% ± 9.9）が認められ、また、MAK投与群においてもほぼ同様の改善効果（18.2% 
± 10.4）が認められた。これらの結果から、脳保護薬のエダラボンは、non-DMラットの虚
血後および再灌流後の投与で有効であるものの、DMにおいて有効性は見出されなかった
（Fig. 4-2）。これに対して、AA やMAKを 2週間投与したラットにおいて、non-DMおよび
DMの両ラットの脳障害を顕著に軽減することが示された（Fig. 4-3）。 
そこで、AAとMAKの脳保護効果メカニズムの一端を明らかにするため、これらラット
の酸化ストレス度と抗酸化酵素活性について解析した。DMラット（252.8 ± 32.9 U.CARR）
の酸化ストレス度（d-ROMs test）は、non-DM群（131.0 ± 7.0 U.CARR）に比べて約 2倍有
意に上昇していた。これに対して、DMラットの AA の経口投与群では、non-DM群のレベ
ルにまで酸化ストレス度が低下しており（137.3 ± 32.1 U.CARR）、同様に MAKでは AA に
優る効果を示した（109.3 ± 15.1 U.CARR）。さらに、non-DM時においても、未処置群と比
べてMAK投与により有意に低下した（84.3 ± 2.6 U.CARR）。これらのことから、生体内に
おいてMAKが強力な抗酸化食品として機能することが示唆された。一方、抗酸化力（BAP 
test）は、水投与群で non-DM群（1875.4 ± 156.1）に比べ DM群（1475.7 ± 67.1）で約 1.3倍
有意に低下していた。このことから DM群では酸化ストレスが増大する一方で、抗酸化能
が低下していることが明らかになった。これに対して、DM群に AAを投与した群（1454.7 
± 101.9）では、抗酸化力に大きな変化は見られなかった。しかし、MAK投与群（1649.0 ± 
101.2）では、抗酸化力の低下を回復する傾向が認められた（Fig. 4-4）。 
 加えて、DM群の脳組織中の過酸化脂質含量は、分画したすべての脳部位において non-DM
群と比べ、1.3から 2.0倍程度有意に増加していた。これに対して、DMに AA 投与した群
では、皮質、線条体＋海馬、および脳幹で有意に過酸化脂質含量が低下した。non-DM群間
の比較では、AA 投与群の脳幹において有意な過酸化脂質含量の低下が認められた。一方、





























Fig. 4-3 Effects of antioxidant on infarction induced by cerebral ischemia in rats. 
 Representative data of TTC staining from the rats of the non-DM with sham operation group, 
distilled water administered (H2O) or AA or MAK supplemented non-DM or DM group with MCAO 
with reperfusion (MCAO/Re). AA (100 mg/kg body weight) or MAK (1 g/kg body weight) or water 
was administrated once daily for 2 weeks by p.o. Scale bar = 5 mm. The data are presented as mean 
± S.D. (n = 6-10). 
a
P < 0.05 vs. non-DM + H2O + MCAO/Re, 
b

































































Fig. 4-4 Effects of antioxidant on oxidative stress induced by DM rats. 
 Effects of AA or MAK supplementation on total oxidative stress (A) and antioxidative capacity 
(B) in plasma of the non-DM and the DM rats determined by d-ROMs test and BAP test, 
respectively. Data are mean ± S.D. of 6 - 7 rats per group. *
, a
P < 0.05, 0.01 for statistical 
significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM group. *p < 0.05 compared 















Fig. 4-5 Effects of antioxidant on lipid peroxide induced by DM rats. 
 Effect of AA and MAK supplementation on the level of lipid peroxidation in the brain of the 
non-DM and the DM rats determined by TBARS assay. Data are mean ± S.D. of 6 - 7 rats per group. 
a
P < 0.01 for statistical significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM 
group. 
b




































































































Fig. 4-6 Effects of ascorbic acid on antioxidative enzyme activity decreased by DM rats. 
 Effect of AA supplementation on the activities of SOD (A), CAT (B), and GPx (C) in the non-DM 
and the DM rat brain. Data are mean ± S.D. of 6 - 7 rats per group. 
a
P < 0.01 for statistical 
significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM group. 
b
P < 0.01 compared 















Fig. 4-7 Effects of MAK on antioxidative enzyme activity decreased by DM rats. 
 Effect of MAK supplementation on the activities of SOD (A), CAT (B), and GPx (C) in the 
non-DM and the DM rat brain. Data are mean ± S.D. of 6 - 7 rats per group. 
a
P < 0.01 for statistical 
significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM group. 
b
P < 0.01 compared 






















































































































































































































































能を果たす。また、血中には AA をはじめ多くの抗酸化物質が存在するが、その中でも AA
は過剰に産生された ROSをいち早く捕捉・消去する[81]。また、ラットやマウスなどは D-
グルコースから AAを体内で生合成することが可能であり、ラットでは 1日に 150 mg/kg 
(body weight)を肝臓で合成している。一方、ヒトなどの霊長類は、AAを体内で合成できな
いため食事等により摂取することが必須である。 
前節の Fig. 4-3で示したように、AA投与が虚血性脳障害に対して non-DMおよび DMの
両群で脳保護効果を示したことから、本節では AAによる脳保護メカニズムを組織学的に解
析した。その結果、DMの皮質ペナンブラでは、平常時において non-DM 群に比べてスーパ
ーオキシド産生が約 1.8倍有意に増加したのに対し、AA 投与によって non-DMレベルにま
で抑制した。また、虚血/再灌流処置により脳におけるスーパーオキシド産生は両群で増加
し、特に DMにおいて発現増加は著しいものの、この作用は AA投与によって抑制された
（Fig. 4-8）。次いで、アポトーシスに対する AA の効果を評価した結果、non-DM群に比べ、
AA 投与により約 30% cleaved caspase-3の発現が減少した。また、DM では non-DM群に比






さらに発現が上昇した両サイトカインを AA 投与が顕著に低下させた（Figs. 4-10 & 4-11）。
non-DM群の虚血/再灌流処置では、白血球浸潤マーカーのMPO活性が shamに比べて約 6.8
倍上昇したのに対して、AA 投与では非糖尿病態レベルにまで低下した。しかし、DM群で


























Fig. 4-8 Effects of AA supplementation on production of O2
−
 after MCAO/Re in the brain of 
non-DM and DM rats. 
(A) Representative photographs of superoxide production detected by DHE staining in coronal 
sections of the cortex from the non-DM and DM rats. (B) Quantitative analysis of DHE fluorescence 
intensity in the cortex. Scale bar = 50 m. The data are presented as mean ± S.D. (n = 3-4). *
, 
**P < 
0.05, 0.01 compared with the non-DM control group. 
#, ##


























































































Fig. 4-9 Effects of AA supplementation on cleaved caspase-3 after MCAO/Re in the brain of 
non-DM and DM rats. 
(A) Representative photographs of cleaved caspase-3 staining in the cortex coronal sections of 
non-DM and DM rats. (B) Quantitative analysis of cleaved caspase-3 positive cells (fluorescence 
intensity in the cortex). Scale bar = 100 m. The data are presented as mean ± S.D. (n = 3-4). *
, 
**P 
< 0.05, 0.01 compared with the non-DM control group. 
##













































































Fig. 4-10 Effects of AA supplementation on expression of IL-1 in the penumbral cortex after 
MCAO/Re in the brain of non-DM and DM rats. 
(A) Representative photographs of IL-1 immunostaining (red fluorescence) and staining of nuclei 
by TO-PRO-3 (blue fluorescence) in the cortex coronal sections of non-DM and DM rats. (B) 
Quantitative analysis of IL-1 fluorescence intensity in the cortex. Scale bar = 100 m. The data are 
presented as mean ± S.D. (n = 4). **P < 0.01 compared with the non-DM control group. 
#
P < 0.05 





































































Fig. 4-11 Effects of AA supplementation on expression of TNF- in the penumbral cortex after 
MCAO/Re in the brain of non-DM and DM rats. 
(A) Representative photographs of TNF- immunostaining (red fluorescence) and staining of nuclei 
by TOPRO-3 (blue fluorescence) in the cortex coronal sections of non-DM and DM rats. (B) 
Quantitative analysis of TNF- fluorescence intensity in the cortex. Scale bar = 100 m. The data 
are presented as mean ± S.D. (n = 3-4). **P < 0.01 compared with the non-DM control group. 
#
P < 




































































Fig. 4-12 Effects of AA supplementation on MPO expression after MCAO/Re in the brain of 
non-DM and DM rats. 
(A) Representative photographs of leukocytic infiltrate by MPO staining in the cortex coronal 
sections of non-DM and DM rats. (B) Quantitative analysis of myeloperoxidase fluorescence 
intensity in the cortex. Scale bar = 100 m. The data are presented as mean ± S.D. (n = 4). *P < 0.05 


















































Fig. 4-13 Effects of AA supplementation on SVCT2 and GLUT1 mRNA expression in the 
ischemic penumbral cortex of non-DM and DM rats. 
Expression levels of SVCT2 mRNA (Slc23a2) (A) and GLUT1 mRNA (Slc2a1) (B) were assessed 
using real-time PCR analysis of the penumbral cortex of non-DM and DM rats after MCAO/Re. The 
data are presented as mean ± S.D. (n = 3–6). 
†, ††
P < 0.05, 0.01 compared with the respective 
sham-operated controls. *
, 














Fig. 4-14 Effects of AA supplementation on levels of total AA (AA+DHA) in the plasma and 
cortex of non-DM and DM rats. 
Total AA (AA+DHA) levels in the plasma (A) and cortex (B) were measured in non-DM and DM 
rats after MCAO/Re. The data are presented as mean ± SD (n = 3-6). 
*, **








































































































































ている。第 1に、SVCT2（sodium-coupled ascorbic acid transporter 2）は、脈絡叢およびニュ
ーロンに発現し、還元型の AAを輸送する。SVCT2 は、虚血/再灌流処置によって発現が増
加し、AAの脳への移行を促進することが報告され〔82〕、AA輸送は主に SVCT2によるも
のと考えられている。第 2に、GLUT1（glucose transporter 1）は、血液脳関門およびニュー
ロンに発現し、グルコースの輸送だけでなく酸化型 AAのデヒドロアスコルビン酸（DHA）








の non-DMに比べて DMで抑制傾向であったが、AA 投与によって両群とも 2倍程度上昇し
た。また、虚血/再灌流処置後では、non-DMおよび DM群ともに GLUT1（Slc2a1）発現が
顕著に上昇したが AA 投与による影響は認められなかった（Fig. 4-13）。 
虚血初期では、脳組織のアスコルビン酸や GSH（glutathione）が枯渇するとの報告から〔84, 




や IL-1が SVCT2を抑制し、AA の輸送に影響を及ぼすことから〔87〕、虚血/再灌流後の糖
尿病態において SVCT2 の発現減少には炎症の影響が深く関与しているものと考えられた。
次いで、血漿中および脳組織内における AA 含量を測定した結果、血漿中では DM群の sham
および虚血/再灌流処置後の AA量が減少し、AA 投与群で非糖尿病態レベルにまで改善して
いた。一方、脳組織では、non-DMの AA投与群では、shamにおいて AA量が上昇した。ま
た、虚血/再灌流処置によって non-DMと DMの両群で AA 量が低下したのに対して、AA投
与群では sham群の状態まで AA量が増加した（Fig. 4-14）。 
以上の結果から、糖尿病態では、虚血/再灌流後に SVCT2 の発現増加が認められず、酸化












第 3節 虚血性脳障害における霊芝菌糸体培養培地抽出物による保護作用メカニズム 
 
























Fig. 4-15 Effects of MAK on infarction induced by cerebral ischemia in rats. 
 Representative data of TTC staining from the rats of the non-DM group, treated edaravone or 
MAK non-DM or DM group with MCAO with reperfusion (MCAO/Re). MAK (1 g/kg body weight) 
was administrated once daily for 2 weeks by p.o. Rats were administrated with MAK before 











Edaravone (10 mg/kg/day, i.v.)






























1 日 1回 72時間後まで反復投与した群において、梗塞巣の顕著な改善が認められた。一方、
























Fig. 4-16 Effects of MAK on neuronal apoptosis induced by cerebral ischemia in rats. 
 Representative photographs of apoptotic cells detected by TUNEL staining in the cortex coronal 
sections of non-DM and DM rats (A). Quantitative analysis of TUNEL-positive cells index in the 
cortex (B). Scale bar = 100 m. The data are presented as mean ± S.D. (n = 4). 
†,††
P < 0.05, 0.01 for 
statistical significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM group. *P < 0.01 































































































Fig. 4-17 Effects of MAK on expression of inflammatory cytokines in the penumbral cortex after 
cerebral ischemia in non-DM and DM rats. 
 Quantitative analysis of IL-1 (A) and TNF- (B) fluorescence intensity in the cortex. The data 
are presented as mean ± S.D. (n = 4). 
†,††
P < 0.05, 0.01 for statistical significance compared to the 
distilled water (H2O)-administered non-DM group. *
,
**P < 0.05, 0.01 compared to the 






































































































Fig. 4-18 Effects of MAK on expression of inflammatory factors in the penumbral cortex after 
cerebral ischemia in non-DM and DM rats. 
 Quantitative analysis of COX-2 (A) and iNOS (B) fluorescence intensity in the cortex. The data 
are presented as mean ± S.D. (n = 4). 
†,††
P < 0.05, 0.01 for statistical significance compared to the 
distilled water (H2O)-administered non-DM group. *
,
**P < 0.05, 0.01 compared to the 







DM群の shamですでに IL-1は約 3.6倍、TNF-は約 1.4倍と増加し、再灌流 3時間で有意
に増大した（IL-1: non-DM ; 0.03 ± 0.01, DM ; 0.75 ± 0.20, TNF-: non-DM ; 0.04 ± 0.02, DM ; 
0.49 ± 0.11）。これに対して、MAK投与群では、IL-1および TNF-の発現が再灌流 3時間
（IL-1:DM ; 0.27 ± 0.07, TNF-: DM ; 0.09 ± 0.06）から有意に抑制された。次に、炎症性サ











































































































Fig. 4-19 Effects of MAK on expression of ICAM-1 in the penumbral cortex after cerebral 
ischemia in non-DM and DM rats. 
 Representative photographs of ICAM-1 immunostaining (red fluorescence) and RECA-1 (green 
fluorescence) in the cortex coronal sections of non-DM and DM rats (A). Quantitative analysis of 
ICAM-1 fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 250 m. The data are presented as 
mean ± S.D. (n = 4). 
††
P < 0.01 for statistical significance compared to the distilled water 




































































Fig. 4-20 Effects of MAK on production of MPO after cerebral ischemia in non-DM and DM rat 
brains. 
 Representative photographs of leukocytic infiltrate by MPO staining in the cortex coronal sections 
of non-DM and DM rats (A). Quantitative analysis of MPO fluorescence intensity in the cortex (B). 
Scale bar = 100 m. The data are presented as mean ± S.D. (n = 4). 
+, ++
P < 0.05, 0.01 for statistical 
significance compared to the distilled water (H2O)-administered non-DM group. **P < 0.01 














































COX-2は、sham（non-DM ; 0.08 ± 0.02, DM ; 0.13 ± 0.08）、再灌流 3時間（non-DM ; 0.12 ± 
0.01, DM ; 0.50 ± 0.04）および 24時間（non-DM ; 0.27 ± 0.03, DM ; 0.36 ± 0.05）のいずれにお
いても、DM群でその発現が顕著に増大した。これに対して、MAK投与群では、COX-2の
発現が有意に抑制された（sham: DM ; 0.05 ± 0.01, 3Re: DM ; 0.08 ± 0.02, 24Re: DM ; 0.11 ± 
0.01）。さらに、iNOSについて non-DMおよび DM群で虚血/再灌流による経時的な発現が
認められ、再灌流 24 時間においては non-DM（0.22 ± 0.05）と比較して DM（0.36 ± 0.12）
で有意に増大した。これに対して、MAK投与群（non-DM; 0.10 ± 0.03, DM; 0.16 ± 0.05）で
は、その発現が有意に抑制された。続いて、血管内皮において誘導される ICAM-1は、non-DM
および DM群で虚血/再灌流後経時的に増加した。また、non-DMと比較して、DMの sham
群（non-DM ; 0.02 ± 0.03, DM ; 0.12 ± 0.02）および再灌流 24時間（non-DM ; 0.29 ± 0.07, DM ; 














第 4節 霊芝菌糸体培養培地抽出物による HMGB1 の放出抑制作用の検討（in vitro） 
 
第 2章 第 1節において、DMラットの虚血性脳障害悪化の一因に、細胞内 HMGB1 の局
在変化が大きく関与していることが示唆された。その機序として、本来であれば神経細胞





激による HMGB1の挙動に与える MAKの影響について検討することにした。 
まず、PC12細胞に 1 g/mLおよび 100 g/mL のMAKを前処置し、続いて擬似的な酸化









胞では 1 g/mLの低濃度において HMGB1 の放出が抑制された（Fig. 4-22）。また、TNF-
や recombinant HMGB1（rHMGB1）で処置した細胞においても同様に HMGB1 の移行・放出





















Fig. 4-21 Effects of MAK on production of DCF-DA after H2O2 treatment in PC12 cell. 
 PC12 cells (1×105 cells/well) were preincubated with MAK at the indicated doses for 1 h and then 
treated with H2O2 for 6 h. Product of ROS were determined by DCFH-DA stain. The open column 
shows the control group and the closed column shows the H2O2 group and the hatched column 
shows the MAK group. Data are means ± S.D. (n = 3-4). *P < 0.01 for statistically significant 

























































Fig. 4-22 Effects of MAK on translocation of HMGB1 after H2O2 treatment in PC12 cell. 
 PC12 cells were preincubated with MAK at the indicated doses for 1 h and then treated with H2O2 
for 6 h. HMGB1 localization was determined by double fluorescent staining with anti-HMGB1 










































Fig. 4-23 Effects of MAK on translocation of HMGB1 after TNF- treatment in PC12 cell. 
 PC12 cells were preincubated with MAK at the indicated doses for 1 h and then treated with 
TNF- for 16 h. HMGB1 localization was determined by double fluorescent staining with 











































Fig. 4-24 Effects of MAK on translocation of HMGB1 after rHMGB1 treatment in PC12 cell. 
 PC12 cells were preincubated with MAK at the indicated doses for 1 h and then treated with 
rHMGB1 for 24 h. HMGB1 localization was determined by double fluorescent staining with 






















第 5節 霊芝菌糸体培養培地抽出物による虚血後のHMGB1の放出抑制作用の検討（in vivo） 
 
 前節の培養細胞を用いた実験から、MAKが細胞外の酸化ストレスに呼応して細胞内の

























Fig. 4-25 Effects of MAK on production of superoxide after cerebral ischemia in non-DM and DM 
rat brains. 
 Rats were administered with MAK (1 g/kg body weight, once daily for 2 weeks by p.o.) before 
MCAO/Re and sacrificed 24 h later. Representative photographs of superoxide production detected 
by DHE staining in the cortex coronal sections of the non-DM and DM rats (A). Quantitative 
analysis of DHE fluorescence intensity in the cortex (B). Scale bar = 100 m. The data are presented 
as mean ± S.D. (n = 4). 
a
P < 0.01 for statistical significance compared to the distilled water 
(H2O)-administered non-DM group. 
b

















































































Fig. 4-26 Effects of MAK against translocation of HMGB1 after cerebral ischemia in non-DM and 
DM rat brains. 
 Rats were administered with MAK (1 g/kg body weight, once daily for 2 weeks by p.o.) before 
MCAO/Re and sacrificed 3 h or 24 h later. Nuclear localization of HMGB-1 expression in neurons 
from non-DM rat brain and DM rat brain after MCAO/Re. Arrowheads, HMGB1 in cytoplasm. 





を DHE 染色により解析した。その結果、sham の DM 群では、すでにスーパーオキシド
が約 2 倍有意に増加していたが、MAK 投与によって non-DM 群と同レベルにまで減少し
た。一方、虚血/再灌流 24 時間後では、non-DM と DM 群の両群ともにスーパーオキシド
の産生が顕著に増加したが、MAK投与によって両群とも non-DM群の shamと同程度にま
で減少した（Fig. 4-25）。 











(B) HMGB1 / NeuN









虚血/再灌流後の HMGB1 の細胞内挙動に及ぼす MAK の作用を、脳皮質ペナンブラの冠
状切片を用いた免疫蛍光染色により解析した。その結果、non-DM群では、虚血/再灌流処置
24 時間後において神経細胞の HMGB1 が核内から細胞質へ移行することが認められたが、2
週間のMAK投与ラットにおいては、この現象はほとんど確認されなかった。一方、DM群
では虚血/再灌流処置前から HMGB1 の細胞質移行が認められ、再灌流 3 時間後には相当量
が移行したのに対して、MAK投与群では HMGB1の細胞外放出のみならず細胞質への移行
も顕著に抑制された（Figs. 4-26 & 4-27）。これまでの実験から、虚血/再灌流後には、様々な
炎症関連因子の産生が亢進することが明らかになっている。そこで、多くの因子の発現を

















Fig. 4-27 Effects of MAK against release of HMGB1 after cerebral ischemia in non-DM and DM 
rat brains. 
 Rats were administered with MAK (1 g/kg body weight, once daily for 2 weeks by p.o.) before 
MCAO/Re and sacrificed 1 day later. HMGB1 levels in cerebrospinal fluid sample after MCAO/Re 
non-diabetic and diabetic determined by Western blot analysis. H, H2O; M, MAK. 
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Fig. 4-28 Effects of MAK against NF-B activation after cerebral ischemia in non-DM and DM rat 
brains. 
 Representative Western blot of NF-B in cytoplasm and nucleus extracts from the non-DM and 





第 6節 霊芝菌糸体培養培地抽出物とエダラボンの併用効果 
 




群では、虚血/再灌流 24 時間後の時点では梗塞巣の減少が認められたが、MAK 投与を中断
した 72 時間後ではペナンブラ相当領域までもが壊死に陥った。そこで、MAK を 2 週間経
口投与したラットに虚血/再灌流後エダラボン治療を実施して、MAKとエダラボンによる併
用効果を non-DMと DMラットで検討した。 
 実験デザインを Fig. 4-29に示した。これまでのように non-DMおよび DM群を作製し、8
週齢目から 2 週間 MAK（1 g/kg/day）を経口投与した。その後、2 時間の MCAO を行い、
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Fig. 4-30  Combined effects of MAK and edaravone administration against cerebral 
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 non-DM の MAK およびエダラボンの単独投与群では、虚血/再灌流 24 時間後で顕著な梗
塞巣の改善が見られ、72時間後においても 24 時間後と比較して梗塞巣は若干増加したもの
の vehicle 群と比べて梗塞巣の形成が抑制されていた。さらに 2 週間の MAK 投与に加えて










第 7節 本章の小括 
本章では、脳障害の軽減を目的とした食品・食品成分による脳保護効果について検討し




トコンドリア障害などによる過剰な ROS から組織を保護する上で、AA の供給が必要なも
のと考えられた。 
第 2節では AAの 2種類のトランスポーターの発現状況を調査した。その結果、DMでは
AA 輸送に関わる SVCT2と GLUT1 の発現量が低下しており、AA投与によりこれらトラン
スポーターの発現が改善され、AA の脳への移行量が高まることで虚血/再灌流による過剰な
ROS 産生が抑制されたと考えられた。 













さらに、第 4 節と第 5 節では、炎症メディエーターとしての HMGB1 の細胞内挙動を指
標として、虚血性脳障害に対する MAKの作用メカニズムを検討した。培養細胞を用いた in 
vitro 実験から、MAKが過酸化水素処理により放出される HMGB1 を低下させること、さら
に、脳組織を用いた検討から MAKはスーパーオキシド産生を抑制するとともに HMGB1 の
放出を低下させて、多くの炎症関連因子の発現に関わる転写因子 NF-B の活性化を抑制す
ることが明らかになった。以上の結果から、MAKは虚血性脳障害に対して脳保護効果を有
し、その作用機序が、障害時に過剰産生される ROS の産生抑制、これに続く HMGB1 の細
胞外放出の低下によって炎症性関連因子の発現抑制と細胞死を防ぐと考えられた。 
これまでに non-DM ラットによる虚血/再灌流後のエダラボン投与、あるいは 2 週間の
MAK投与の単独で 24時間、および 72時間後の脳障害が軽減されることが明らかになって
いる。これに対して、DMラットにおいては、これら単独による脳障害の改善効果が極めて
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Sprague-Dawley系雄性ラット（4週齢, Sankyo Labo Service）を温度 23 ± 2°C、湿度 55 ± 10%、
照度サイクル 12時間（明期 7:00～19:00）の環境下、固形飼料（CE-2; Japan SLC）および水
を自由に摂取させ飼育した。1 週間の予備飼育後、ラットに 50 mg/kg でストレプトゾトシ
ン（STZ; Wako）を腹腔内投与し、１週間後の血糖値が 300 mg/dL以上の個体をさらに 4週







 10週齢 SDラットの尾静脈から採取した 10 Lの血漿を d-ROMsテストキット（Wismerll）
付属の酢酸緩衝液に加えて混和し、20 L呈色クロモゲン（N,N-ジエチルパラフェニレンジ
アミン）を加え、活性酸素・フリーラジカル自動分析装置（F.R.E.E.; Free Radical Elective 
Evaluator）にて血中ヒドロペルオキシド濃度を指標として測定した。酸化ストレス単位 1 
CARR U. を、0.08 mg/dLの過酸化水素に相当するとした〔88〕。抗酸化力測定は、BAP テ
ストキット（Wismerll）を用いて行った。三価鉄イオン試薬に呈色液を 50 L加えて混和し、







剤は 1 g/mL ペプスタチン A、1 g/mL ロイペプチン、10 mMフッ化フェニルメチルスル
ホニル（PMSF; Wako）、1 L/mL アプロチニン（Bayer Medical）を用いた。キャップ付き試
験管に 0.2 mLの 10%（w/v）組織ホモジネートおよび 0.2 mLの 8.1% ラウリル硫酸ナトリ
ウム（SDS）、1.5 mLの 20% 酢酸緩衝液（pH 3.5）、0.05 mLの 0.8% ブチルヒドロキシトル
エン酢酸溶液、1.5 mLの 0.8% 1,3-ジエチル-2-チオバルビツール酸（Sigma Aldrich）、0.7 mL
88 
 
の蒸留水を順に分注し、十分混和した後、5°C で 60 分間静置した。続いて 95°C で 60 分間
煮沸した後、流水で 10分間速やかに冷却して室温に戻した。続いて、1.0 mLの水および 1-
ブタノール（Nacalai tesque）とピリジン（Wako）の混合物（15：1（v/v））を 5.0 mL加えて
十分混和し、3,000 rpm、室温の条件下で 10分間遠心し、有機層（上層）の吸光度（532 nm）









脳組織中の SOD 活性は、SOD Assay Kit-WST（Dojindo）を用いて測定した。各脳部位の
湿重量に対して 4倍量のスクロース緩衝液（250 mMスクロース, 10 mM トリス塩酸緩衝液






ホモジネート 60 Lを 1.94 mL の 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に混和し、1.0 mL の 59 mM 
過酸化水素を添加した。その直後から 4分間の吸光度（240 nm）の変化を 10秒毎に測定し、
最初の 1分間の測定値を用いて減少勾配を求め、unit/mg proteinで算出した〔8, 90〕。 
 
6. 脳組織内のグルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)活性の測定 
 脳組織中の GPx 活性は、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸(NADPH)の酸化
から算出した。10%（w/v）の脳組織ホモジネート 100 Lを 1.44 mL の 50 mMリン酸緩衝
液（pH 7.0）、0.1 mLの 1 mM EDTA、0.1 mLの 1 mM アジ化ナトリウム、0.05 mLの 1 U/mL 
グルタチオン還元酵素、0.1 mLの 1 mM グルタチオン、0.1 mLの 0.2 mM NADPHに混和し、
0.01 mLの 0.25 mM H2O2を添加した。その直後から 4分間の吸光度（340 nm）の変化を 10
秒毎に測定して減少勾配を求め、nM NADPH oxidized/min/mg proteinで表した〔20〕。 
 
7. 中大脳動脈閉塞/再灌流（MCAO/Re）モデルの作製 










行った〔8, 91〕。また、手術が一定に行われていることを確認するため脳血流量を Doppler 
flowmetry（Unique Medical) を用いて測定した。 
 
8.  神経症状スコアの測定 









9.  脳梗塞巣体積の測定 
 ラットをハロタン麻酔下で断頭し、摘出した脳組織をステンレス製ブレインマトリック
スを用いて、2 mm厚の脳切片を作成した。梗塞巣体積を評価するために 2% 2, 3, 5-トリフ
ェニルテトラゾリウムクロライド（TTC; Sigma）を含む PBS（pH7.4）中で脳切片を 37°C、








10. DNA microarrayによる遺伝子発現解析 
 虚血/再灌流後経時的に採取した脳皮質ペナンブラ領域のサンプルから RNeasy Mini Kit 
（QIAGEN）を用いて、Total RNA を抽出した。Total RNA を用いて、Trans Genic Inc. にて





浸漬し、-80°C で保存した。Total RNA の抽出は、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いた。
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また、PrimeScriptTM RT reagent Kit（Takara Bio）により、Total RNA （0.5 g）を鋳型とし
て、5×Prime ScriptTM buffer 2 L、PrimeScriptTM RT Enzyme Mix I 0.5 L、Oligo dT primer 0.5 L、
Random 6 mers 0.5 Lの存在下で、Mastercycler （eppendorf; 37°Cで 15分間, 85°C で 5秒間, 
4°C 保持）で逆転写反応後、-80°C で保存した。Real-time PCR は、5 Lの 10 ng cDNA、0.8 
Lの 10 pmol Target gene specific primers（Takara Bio）、10 Lの SYBR Premix EX Taq (Takara 
Bio) 、4.2 Lの dH2Oの存在下で、iCycler thermal cycler（Bio-Rad; 初期変性 95°C で 30秒




12. Evans blue漏出の測定 
ラットをハロタンで麻酔（導入：5%, 維持：1.5%）して正中切開後、MCAO 処置直後に
鎖骨下頸静脈から生理食塩水で調製した 4% Evans blue 溶液を 2.5 mL/kg で数分間かけて投
与した。再灌流後、経時的に脳サンプルを摘出し、2 mm厚の組織切片を作製した。梗塞側
半球である右脳スライスに 3 mLの N,N-ジメチルホルムアミドを加え、ホモジナイザーで粉
砕した。55°C で 18 時間インキュベートした後、20,000×g、20 分間遠心し、上清を測定試














ラット副腎髄質褐色細胞腫由来である PC12 細胞（Health Science Research Resources Bank）
を 100 mm dish（BD）に播種し、10% 非働化ウマ血清（HS; Tissue Culture Biologicals）、5% 非
働化ウシ血清（FBS; Cell Culture Bioscience）、24 mM 炭酸水素ナトリウム（Wako）、
Antibiotic-Antimycotic（100 unit/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin, 0.25g/mL amphotericin 





 PC12細胞を 96 well plate（BD）に 1×105 cells播種し、4日後に低血清培地（0.1% HS, 0.05% 
FBS）で 50 ng/mLに調製した神経成長因子（NGF; Nerve growth factor）を 3日間添加し、神
経突起を伸張して交感神経細胞様に分化させた。Recombinant HMGB1（rHMGB1; 0.05, 1, 5, 
10 g）を添加して 24時間培養した後、培地を除いて 5 mg/mLで調製したMTT試薬を 100 L
加え、37°Cで 4時間インキュベートした。上清を除いた後に、ジメチルスルホキシド（DMSO; 
Wako）を 100 L加え、10分間よく混和した。マルチラベルプレートカウンタ （ーWallac 1420 




PC12 細胞を poly-L-Lysine coated 4 chamber slide（IWAKI）に 5×104 cells播種し、4日後に
低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）で 50 ng/mLに調製した NGFを 3日間添加し、神経突起
を伸張して交感神経細胞様に分化させた。50 M の H2O2を 8 時間、20 ng/mL の TNF-を
16 時間あるいは 5 g/mLの rHMGB1を 24時間添加後、PBSで洗浄し、4% パラホルムアル
デヒドで 5分間固定した〔94-96〕。ブロッキング剤（ブロックエース; DS Pharma Biomedical）
で 1時間処理し、一次抗体 HMGB1（1 : 400; Abcam）を 1時間作用させた。続いて、二次抗
体Cy3 donkey anti-rabbit IgG抗体（1 : 100; Chemicon）を室温で20分間作用させた。TO-PRO®-3 
iodide（1:5000; invitrogen）で 15分間染色し、80% グリセリンで封入後、共焦点レーザ走査
型顕微鏡 FV1000-D（OLYMPUS）を用いて観察した。 
 
4. 脳組織における HMGB1 の細胞局在性および RAGEの発現 
摘出したラット脳を4% カルボキシメチルセルロースナトリウム（CMC; Leica）凍結包埋
剤を使用し、試料凍結装置（UT-2000, FINETEC）を用いて、凍結ブロックを作製した。ク
ライオスタット（CM3050S; Leica）を用いて凍結切片（8 m 厚）を作製し、スライドグラ
ス（SUPERFROST MICRO SLIDE GLASS; Matsunami Glass）にマウント後、3% ホルムアル
デヒドで45分間固定した。洗浄後、ブロッキング剤（ブロックエース; DS Pharma Biomedical）
で2時間処理し、一次抗体であるHMGB1抗体（1:500; Abcam）、RAGE抗体（1:200; Santa Cruz）、
NeuN 抗体（1:500; Chemicon）、Iba1 抗体（1:500; abcom）あるいはGFAP 抗体（1:300, BD）
を4°Cで一晩作用させた。続いて、HMGB1あるいはRAGEには二次抗体Cy3 donkey anti-rabbit 
IgG 抗体を作用させ、NeuN 抗体、Iba1 抗体あるいはGFAP 抗体にはFITC donkey anti-mouse 







ラット脳の皮質ペナンブラ領域を、10%（w/v）のホモジナイズ用緩衝液（20 mM HEPES 
(pH 7.9), 1 mM 塩化マグネシウム, 0.5 mM EDTA, 1% ノニデット P-40, 1 mM グリコール
エーテルジアミン四酢酸（EGTA）, 1 mM ジチオトレイトール（DTT）, 0.5 mM PMSF, 4 
g/mL ペプスタチンA, and 4 g/mL ロイペプチン）を加え、ホモジナイザーで粉砕した。4°C
で5分間1,000×g で遠心した後、沈殿と上清に分け、上清画分を総抽出液とした。さらに、
4°Cで40分間105,000×g で遠心した上清を細胞質画分とした。また、沈殿を抽出用緩衝液（20 
mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM 塩化マグネシウム, 300 mM 塩化ナトリウム, 0.2 mM EDTA, 




6. Western blot法による細胞外タンパク質および細胞内シグナルの解析 
電気泳動用サンプルは、40 g の総抽出液、細胞質および核抽出画分のサンプルに、2×
SDS サンプル緩衝液（100 mM トリス塩酸緩衝液 (pH 6.8), 4% SDS, 20% グリセロール, 4% 
2-メルカプトエタノール, 0.1% ブロモフェノールブルー）を等量加えて調製した。電気泳動
は、Mini PROTEAN 3 Cell（Bio-Rad）を用いて、10～12% SDS-ポリアクリルアミドゲルに
より行った。泳動後、セミドライブロッティング装置（Bio-Rad）を用いて、100 mAで 1.5
時間、タンパク質を PVDFメンブレン（Millipore）に転写した。続いて、メンブレンを 5% ス
キムミルク含有の PBS-T溶液（137 mM 塩化ナトリウム, 8.10 mM リン酸水素二ナトリウム, 
2.68 mM 塩化カリウム, 1.47 mMリン酸二水素カリウム, 0.1% ポリオキシエチレン（20）ソ
ルビタンモノラウレート溶液）で一晩もしくは 1.5時間ブロッキングした。一次抗体は、5% 
スキムミルク含有 PBS-T 溶液で希釈し、室温で 1時間反応させた。メンブレンを PBS-T 溶
液で 5 分×5 回、室温で洗浄後、二次抗体は、5% スキムミルク含有 PBS-T 溶液で希釈し、
室温で 1 時間反応させた。メンブレンを PBS-T 溶液で 5 分×5 回洗浄した後、ECL もしく
は ECL plus detection reagents（Amersham Biosciences）を用いて、X 線フィルム（Amersham 
Biosciences）に露光もしくは Light-CaptureⅡ（ATTO）で可視化した。各タンパク質の抗体















8.  統計処理 
データは、平均値 ± 標準偏差として表示し、統計学的有意差は、二元配置分散分析後、
Tukey-Kramer 法の多重比較により解析した。神経症状スコアに関しては、Kruskal-Wallis test








第 1章 1. と同様に実験動物の飼育および STZ-誘発糖尿病態モデルの作製を行った。 
 
2. 血漿タンパク質の測定 
 脳サンプル採取前にラットの下大静脈からシリンジを用いて血液 900 Lを採取し、ヘパ
リン（1,000単位/mL; Mochida Pharmaceutical）100 Lと混和し、3,000 rpmで 10分間遠心し
て得られた上清（血漿）を-30°C で保存した。血漿サンプルを用いて、レビス TNF--ラッ




 エタネルセプト（ETN; Takeda Pharmaceutical）は、注射用水（Otsuka Pharmaceutical）を用
いて 25 mg/mLを調製し、さらに生理食塩水を用いて投与量 300、450、900 g/kgとなるよ
うに調製した。ラットをハロタンで麻酔（導入：5%, 維持：1.5%）し、第 1章 7. と同様に
ラットに虚血/再灌流処置を施した。投与時期は、正常血糖ラットにおいて虚血処置 24時間
前に ETNを腹腔内投与する群、虚血直後に鎖骨下静脈より投与する群、虚血/再灌流直後に
鎖骨下静脈に投与する群の 3 つの条件を設けた。糖尿病態ラットにおいては、虚血処置 24
時間前に腹腔内投与、虚血直後に静脈内投与、STZ 投与直後から週 2 回で計 5 週間腹腔内
に投与する反復投与の 3 つの条件を設け、投与濃度は先に示した 3 つを採用した。脳組織
は、虚血/再灌流 24 時間後に採取した。 
 
4. 神経症状の測定 






第 1章 9. と同様に TTC染色後、画像解析により算出した。 
 
6. アポトーシスの評価 
クライオスタット（CM3050S; LEICA）を使用して 8 m厚の冠状切片を作製し、スライ
ドガラスにマウントした後、100%メタノール（Wako）にて約 2分間浸漬固定した。続いて、
10 mM PBS（7.75 mM リン酸水素二ナトリウム, 1.90 mMリン酸二水素ナトリウム, 145 mM 
塩化ナトリウム）で 5分間、3回洗浄後、浸透化溶液（3.88 mM クエン酸三ナトリウム二水
和物; Wako, 0.1 % Triton-100; Sigma）に氷上で 2分間浸漬した。その後、TUNEL染色キット
（Apoptosis in situ Detection Kit, Wako）を用いてアポトーシス陽性細胞を染色し、さらにマ
イヤー・ヘマトキシリン（Sakura Finetek Japan）による対比染色を行った。染色した切片を
ゼラチンで封入し、光学顕微鏡（BX51W1; OLYMPUS）を用いて検鏡した。画像解析は、
CCDカメラ（DP-50; OLYMPUS）および画像解析ソフト（Lumina Vision; MITANI）を用い
て大脳皮質ペナンブラ領域の TUNEL 陽性細胞数をカウントした。Apoptosis index（%）=






















燥したものである。ラットをハロタンで麻酔（導入：5%, 維持：1.5%）し、第 1章 7. と同
様にラットに虚血/再灌流処置を施した。 
エダラボン（Wako）は、生理食塩水で 10 mg/kg となるように調製し、虚血直後および虚
血/再灌流直後に鎖骨下静脈より投与した〔96〕。そして、虚血/再灌流 24時間後にサンプル









 第 1章 2. と同様に酸化ストレスと抗酸化力を測定した。 
 
5. 脳組織中の過酸化脂質含量の測定 
第 1章 3. と同様に過酸化脂質含量を測定した。 
 
6. 脳組織中のスーパーオキシドジスムターゼ活性の測定 
第 1章 4. と同様に SOD活性を測定した。 
 
7. 脳組織中のカタラーゼ活性の測定 
第 1章 5. と同様に CAT活性を測定した。 
 
8. 脳組織内のグルタチオンペルオキシダーゼ活性の測定 
第 1章 6. と同様に GPx活性を測定した。 
 
9. アポトーシスの評価 
第 2章 6. と同様にアポトーシスの評価をした。 
 
10. 脳組織における免疫染色 
第 2章 7. と同様に炎症関連因子の発現を評価した。 
 
11. 血漿中および脳組織のアスコルビン酸定量 
第 4 章 2. で示したように、2 週間経口投与したラットに MCAO/Re 処置を施し、24 時間




量キット（SHIMA LABORATORIES）により吸光度 530 nmで測定した。組織は、脳皮質ペ




12. DCFH-DA 法による酸化ストレス抑制の評価 
第 1章 13. と同様に PC12 細胞を培養した。PC12細胞を 96 well plate（BD）に 1×105 cells
播種し、4日後に低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）で 50 ng/mLに調製した NGFを 3日間
添加し、神経突起を伸張して交感神経細胞様に分化させた。MAK（0.01, 1, 100 g/mL）を
添加して 1時間培養し、250 Mとなるように H2O2を 6時間添加した。その後、培地を除き、
低血清培地で調製した 2', 7'-ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテート（DCFH-DA; 
Sigma）を 10 M/wellで加えて、37°Cで 30分間作用させた。培地を除いて PBSを 100 L
加え、10 分間よく混和した。マルチラベルプレートカウンター（Wallac 1420 ARVOsx; 
PerkinElmer）にて蛍光強度（励起波長 485 nm、蛍光波長 535 nm）で測定し、蛍光強度から
酸化ストレスを評価した。また、無処置群を 100%として算出した。〔101, 102〕 
 
13. HMGB1 の細胞内分布の評価（in vitro） 
第1章13. と同様にPC12細胞をpoly-L-Lysine coated 4 chamber slide（IWAKI）に5×104 cells
播種し、4日後に低血清培地（0.1% HS, 0.05% FBS）で 50 ng/mLに調製した NGFを 3日間
添加し、神経突起を伸張して交感神経細胞様に分化させた。MAK（0.01, 1, 100 g/mL）を
添加して 1時間培養し、50 Mの H2O2を 8時間、20 ng/mLの TNF-を 16時間あるいは 5 
g/mLの rHMGB1を 24時間添加後、PBS で洗浄し、4% パラホルムアルデヒドで 5分間固
定した〔94-96〕。ブロッキング剤（ブロックエース; DS Pharma Biomedical）で 1時間処理
し、一次抗体 HMGB1（1 : 400; Abcam）を 1時間作用させた。続いて、二次抗体 Cy3 donkey 
anti-rabbit IgG 抗体（1 : 100; Chemicon）を室温で 20 分間作用させた。TO-PRO®-3 iodide





その後、10 mol/L ジハイドロエチジウム（DHE; Sigma）を作用させ、遮光した加湿ケース
内で37°C、30分間インキュベートし、共焦点レーザ走査顕微鏡(IX81; OLYMPUS) にて観察





15. Western blot法による HMGB1および NF-B の検出 
第 1章 17. と同様に細胞質および核画分を調製し、第 1章 18. に従ってWestern blotを行っ
た。HMGB1 は、血漿サンプルを用いて行い、NF-B の核内移行は、抽出液、細胞質、核抽

































    
  Gene Sequence 
 Il-1 Forward 5'-GCTGTGGCAGCTACCTATGTCTTG-3' 
  Reverse 5'-AGGTCGTCATCATCCCACGAG-3' 
    
 Tnf- Forward 5'-AACTCGAGTGACAAGCCCGTAG-3' 
  Reverse 5'-GTACCACCAGTTGGTTGTCTTTGA-3' 
    
 Il-6 Forward 5'-ATTGTATGAACAGCGATGATGCAC-3' 
  Reverse 5'-CCAGGTAGAAACGGAACTCCAGA-3' 
    
 Cox-2 Forward 5'-GCGACTGTTCCAAACCAGCA-3' 
  Reverse 5'-TGGGTCGAACTTGAGTTTGAAGTG-3' 
    
 Mmp-9 Forward 5'-TCCAGTAGACAATCCTTGCAATGTG-3' 
  Reverse 5'-CTCCGTGATTCGAGAACTTCCAATA-3' 
    
 Hmgb1 Forward 5'-GGAAATTAAAGCAGGAGGTTCTTGTTGG-3' 
  Reverse 5'-CTGCATCAGAGACAACTGAAGATGG-3' 
    
 Rage Forward 5'-ACCCTTAGCTGGCACTTGGATG-3' 
  Reverse 5'-GAGCTCTGACCGAAGCGTGA-3' 
    
 -actin Forward 5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3' 
  Reverse 5'-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3' 








































     
  primary Antibody Concentration secondary Antibody Concentration 
 HMGB1 1:1,000（Abcam） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:5,000（GE Healthcare） 
          
 RAGE 1:200（Santa Cruz） Anti-HRP conjugated donkey anti-goat IgG Antibody 1:2,000（Santa Cruz） 
          
 TLR4 1:200（Santa Cruz） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:5,000（GE Healthcare） 
          
 ERK1/2 1:2,000（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:5,000（GE Healthcare） 
          
 phospho-ERK1/2 1:500（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:2,000（GE Healthcare） 
          
 p38 MAPK 1:200（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:3,000（GE Healthcare） 
          
 phospho-p38 MAPK 1:200（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:3,000（GE Healthcare） 
          
 Akt 1:1,000（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:3,000（GE Healthcare） 
          
 phospho-Akt 1:1,000（Cell Signaling） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:3,000（GE Healthcare） 
          
 NF-B 1:500（Santa Cruz） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:2,000（GE Healthcare） 
          
 COX-2 1:500（Cayman Chemical） Anti-HRP conjugated donkey anti-rabbit IgG Antibody 1:2,000（GE Healthcare） 
          
 -actin  1:10,000（Sigma） Anti-HRP conjugated donkey anti-mouse IgG Antibody 1:10,000（GE Healthcare） 
         








































  primary Antibody Concentration secondary Antibody Concentration 
 IL-1 1:300（Santa Cruz） Cy3 donkey anti-rabbit IgG 抗体 1:200（Chemicon） 
          
 TNF- 1:200（Hycult biotech） Cy3 donkey anti-rabbit IgG 抗体 1:200（Chemicon） 
          
 COX-2 1:200（Cayman Chemical） Cy3 donkey anti-rabbit IgG 抗体 1:200（Chemicon） 
          
 iNOS 1:200（Santa Cruz） Cy3 donkey anti-rabbit IgG 抗体 1:200（Chemicon） 
          
 NeuN 1:500（MILLIPORE） FITC donkey anti-mouse IgG 抗体 1:200（Zymed） 
          
 ICAM-1 1:200（Santa Cruz） Cy3 donkey anti-rabbit IgG 抗体 1:200（Chemicon） 
          
 RECA-1 1:200（abcam） FITC donkey anti-mouse IgG 抗体 1:200（Zymed） 
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